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Die Boehringer Mannheim GmbH in 68305 Mannheim hat eine 
Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Bestimmung von spezifischem Immunglobulin unter 
Verwendung mutlipler Antigene" 

am 25. Juli 1994 beim Deutschen Patentamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wieder- 
gabe der ur sprung lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung . 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig die Sym- 
bole C 07 K 14/00, G 01 N 33/53 und C 12 Q 1/34 der Internatio- 
nalen Patentklassifikation erhal ten . 
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Bestimmung von spezifischem Immunglobulin unter Verwendung 

multipler Antigens 



BESCHREIBUNG 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung 
von spezif ischem Immunglobulin unter Verwendung von Antigenen, die 
mehrere Epitopbereiche umfassen. 

Der Nachweis von Immunglobulinen in Korperf liissigkeiten, ins- 
besondere in Humanseren, wird zur Diagnostik von Infektionen mit 
Mikroorganismen, insbesondere Viren, wie etwa HIV, Hepatitis- 
Viren, etc. verwendet . Das Vorhandensein von spezif ischen 
Immunglobulinen in der untersuchten Probe wird ublicherweise durch 
Reaktion mit einem oder mehreren Antigenen, die mit den spezifi- 
schen Immunglobulinen reagieren, nachgewiesen . Verfahren zur 
Bestimmung von spezifischen Immunglobulinen in der Probef liissig- 
keit miissen sensitiv, zuverlassig, einfach und schnell sein. 

In den letzten Jahren wurden zunehmend Nachweissysteme auf Basis 
nicht-radioaktiver Markierungsgruppen entwickelt, bei denen das 
Vorhandensein eines Analyten, z.B. eines spezif ischen Antikorpers , 
in der untersuchten Probe mit Hilfe optischer (z.B. Lumineszenz 
Oder Fluoreszenz) , NMR-aktiver oder Metall-prazipitierender 
Detektionssysteme bestimmt werden konnte. 

EP-A-0 307 149 offenbart einen Immuntest fur einen Antikorper, bei 
dem zwei rekombinante Polypeptide als Antigene verwendet werden, 
von denen eines an einer festen Phase immobilisiert ist, und das 
andere eine Markierungsgruppe tragt, wobei beide rekombinanten 
Antigene in unterschiedlichen Organismen exprimiert werden, urn die 
Spezif itat des Nachweises zu erhohen. 

EP-A-0 366 673 offenbart ein Verfahren zum Nachweis von Antikor- 
pern in einer Probe, bei dem ein Antikorper durch Reaktion mit 
einem gereinigten, markierten Antigen und dem gleichen gereinigten 
Antigen in einer Festphasen-gebundenen Form nachgewiesen wird. Als 
Antigen wird beispielsweise humanes IgG offenbart. 
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EP-A-0 3 86 713 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von Antikor- 
pern gegen HIV unter Verwendung von zwei festen Tragern, wobei an 
beide festen Trager verschiedene HIV-Antigene immobilisiert 
werden, die jeweils mit einem Aliquot einer Probe und einem 
markierten HIV-Antigen in Kontakt gebracht werden, wobei das 
Vorhandensein von Antikorpern durch eine positive Reaktion in 
mindestens einem der Tests nachgewiesen wird. Als HIV-Antigene 
werden rekombinant hergestellte Polypeptide offenbart. 

EP-A-0 507 586 beschreibt ein Verfahren zur Durchfiihrung eines 
immunologischen Tests fur ein spezifisches Immunglobulin, bei dem 
^ine Probe mit zwei zur Bindung des Immunglobulins fahigen 
Antigenen in Kontakt gebracht wird, wobei das erste Antigen eine 
zur Bindung an einen festen Trager geeignete Gruppe tragt, und das 
zweite Antigen eine Markierungsgruppe tragt. Die Markierungsgruppe 
kann eine direkte Markierungsgruppe sein, z.B. ein Enzym, ein 
Chromogen, ein Metallteilchen, oder auch eine indirekte Mar- 
kierungsgruppe, d.h. die am Antigen angebrachte Markierungsgruppe 
kann mit einem Rezeptor fiir die Markierungsgruppe, der wiederum 
eine signalerzeugende Gruppe tragt, reagieren. Als Beispiel fiir 
eine solche indirekte Markierungsgruppe wird ein Fluorescein- 
derivat genannt, dessen Rezeptor ein Antikorper ist, der wiederum 
mit einem Enzym gekoppelt ist. Als Antigene werden Polypeptide, 
wie etwa das Hepatitis B-Oberf lachenantigen offenbart. In dieses 
Antigen werden durch Derivatisierung SH-Gruppen eingefuhrt, mit 
denen das Fluorescein gekoppelt wird. 

EP-A-0 507 587 offenbart ein spezifisch zum Nachweis von IgM 
Antikorpern geeignetes Verfahren, bei dem die Probe mit einem 
markierten Antigen, das gegen den nachzuweisenden Antikorper 
gerichtet ist, und einem zweiten Antikorper, der ebenfalls gegen 
den nachzuweisenden Antikorper gerichtet und an eine Festphase 
bindefahig ist, inkubiert wird. 

Die aus dem Stand der Technik bekannten immunologischen Nachweis- 
verfahren nach dem Bruckentestkonzept , bei denen ein markiertes 
Antigen und ein an eine Festphase bindefahiges Antigen verwendet 



wird, weisen jedoch noch erhebliche Schwachen auf . Insbesondere 
findet man eine ^ geringe Sensitivitat , wenn zwischen dem zu 
bestimmenden Antikorper und dem Antigen eine relativ geringe 
Affihitat vorliegt. Dies ist insbesondere bei einer erst seit 
kurzem erfolgten Serokonversion und/oder beim Auftreten neuer 
Subtypen des infektiosen Mikroorganismus der Fall. Ein weiterer 
Nachteil der bisher bekannten Briickentestkonzepte besteht im 
Risiko einer falsch negativen Bewertung hochtitriger Proben 
aufgrund des Hook-Ef f ekts . 

Das der vorliegenden Erf indung zugrundeliegende Problem war somit 
die Bereitstellung eines Verfahrens zum Nachweis spezifischer 
Antikorper, bei dem die Nachteile des Standes der Technik 
mindestens teilweise beseitigt sind, und das insbesondere bei erst 
seit kurzem erfolgten Serokonversionen und neuen Mikroorganismen- 
Subtypen eine ausreichende Sensitivitat besitzt. Weiterhin soil 
durch das erf indungsgemaSe Verfahren eine Verringerung des Hook- 
Ef f ekts erreicht werden. 

Dieses Problem wird gelost durch ein Verfahren zur immunologischen 
Bestimmung eines spezif ischen Antikorpers in einer Probef lussig- 
keit, wobei die Probef liissigkeit in Gegenwart einer Festphase mit 
zwei gegen den zu bestimmenden Antikorper gerichteten Antigenen 
inkubiert, wobei das erste Antigen mindestens eine Markierungs- 
gruppe tragt und das zweite Antigen (a) an die Festphase gebunden 
ist Oder (b) in einer an die Festphase bindefahigen Form vorliegt, 
und den zu bestimmenden Antikorper durch Bestimmung der Markie- 
rungsgruppe in der Festphase oder/und in der fliissigen Phase 
nachweist, dadurch gekennzeichnet , dafi mindestens eines der beiden 
Antigene mehrere Epitopbereiche umfaSt, die mit dem zu bestimmen- 
den Antikorper reagieren. 

Uberraschenderweise wurde f estgestellt , daS in Bruckentest- 
Immunoassays unter Verwendung von mindestens einem multimeren 
Antigen, d.h. einem Antigen mit multiplen Epitopbereichen, die 
Sensitivitat des Tests insbesondere gegenuber Seren mit Antikor- 
pern verbessert wird, die gegenuber dem verwendeten Antigen eine 
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geringe Affinitat besitzen. Weiterhin fuhrt das erf indungsgemaSe 
Verfahren zu einer deutlichen Verringerung des Risikos falsch 
negativer Bewertungen von hochtitrigen Proben infolge des Hook- 
Ef f ekts . Die Optimierung der Antigenprasentation uber die Erhohung 
der Epitopdichte im Briickentestkonzept fiihrt generell zu einer 
Verbesserung der Reaktivitat mit spezifischen Immunglobulinen in 
polyklonalen Seren, wie sie in einer Probef liissigkeit , wie z.B. 
Serum, vorliegen. Ein weiterer Vorteil des erf indungsgemaSen 
Verfahrens besteht darin, daE multimere Antigens gegeniiber 
monomeren Antigenen eine deutlich verbesserte Stabilitat aufweisen 
konnen . 

Bei einem Verfahren zur immunologischen Bestimmung eines spezifi- 
schen Antikorpers nach dem Briickentestkonzept werden zwei Antigene 
verwendet . In einer ersten bevorzugten Ausf lihrungsf orm des 
erf indungsgemafien Verfahrens verwendet man als markiertes Antigen 
ein multimeres Antigen und als f estphasenseitiges Antigen ein 
monomeres Antigen. In einer zweiten Ausf uhrungsf orm des erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens kann man als f estphasenseitiges Antigen 
ein multimeres Antigen und als markiertes Antigen ein monomeres 
Antigen verwenden. In einer dritten bevorzugten Ausf uhrungsf orm 
kann man als markiertes Antigen und als f estphasenseitiges Antigen 
jeweils multimere Antigene verwenden. 

Die multimeren Antigene enthalten multiple Epitopbereiche , d.h. 
immunologisch mit dem zu bestimmenden Antikorper reagierende 
Strukturen, vorzugsweise Peptid- oder Polypeptidsequenzen . Die 
Epitopbereiche sind vorzugsweise iiber immunologisch inaktive 
Bereiche, z.B. iiber Spacerbereiche , miteinander verkniipft. 
Vorzugsweise verwendet man multimere Antigene, die mehrere gleiche 
Epitopbereiche umfassen. 

Die erf indungsgemaSen multimeren Antigene enthalten vorzugsweise 
von mehr als 1 bis 80 immunologisch reaktive Epitopbereiche, 
besonders bevorzugt von mehr als 1 bis 40 Epitopbereiche. Die 
Epitopbereiche konnen an einen hochmolekularen Trager gekoppelt 
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sein Oder direkt bzw. uber Spacerbereiche miteinander verknupft 
sein. 

Die Epitopbereiche sind vorzugsweise immunologisch reaktive 
synthetische Peptidsequenzen mit einer Lange von 6 bis 50 
Aminosauren oder rekombinante Polypeptidsequenzen mit einer Lahge 
von vorzugsweise bis zu 1000 Aminosauren. Synthetische Peptidepi- 
tope enthalten neben dem eigentlichen Epitopbereich vorzugsweise 
noch einen Spacerbereich, der beispielsweise zur Kopplung mit 
anderen Epitopen oder einem Tager oder/und zur Koppliong von Markierungs- 
bzw. Festphasenbindegruppen dienen kann. 

Der Spacerbereich ist vorzugsweise eine immunologisch inaktive 
Peptidsequenz mit einer Lange von 1 bis 10 Aminosauren. Die 
Aminosauren des Spacerbereichs werden vorzugsweise ausgewahlt aus 
der Gruppe bestehend aus Glycin, S-Alanin, y-Aminobuttersaure , e- 
Aminocapronsaure und Lysin. Der Spacerbereich ist vorzugsweise 
eine kontinuierliche Abfolge von Aminosauren am Aminoterminus 
oder/und Carboxyterminus des Epitopbereichs . 

Bei einem Immunoassay nach dem Bruckentestkonzept wird ein erstes 
markiertes Antigen verwendet . Fur das erf indungsgemaSe Verfahren 
konnen alle bekannten Markierungsgruppen verwendet werden, z.B. 
radioaktive und nicht-radioaktive Markierungsgruppen. Die 
bevorzugten nicht-radioaktiven Markierungsgruppen konnen direkt 
oder/und indirekt nachweisbar sein. Bei einer direkt nachweisbaren 
Markierung ist die ein nachweisbares Mefisignal erzeugende Gruppe 
direkt auf dem Antigen lokalisiert. Beispiele fiir solche direkt 
signalerzeugenden Gruppen sind Chromogene ( f luoreszierende oder 
lumineszierende Gruppen, Farbstof fe) , Enzyme, NMR-aktive Gruppen 
Oder Metallpartikel , die auf bekannte Weise an ein Peptid- oder 
Polypeptidantigen gekoppelt sind. Vorzugsweise ist die direkt 
nachweisbare Markierungsgruppe ein durch Elektrochemolumineszenz 
nachweisbares Metallchelat , besonders bevorzugt ein Ruthenium- 
chelat, z.B. ein Ruthenium- (bis-pyridyl) 3^"^-chelat . Weitere 
geeignete Ruthenium-Markierungsgruppen sind beispielsweise in EP- 



A-0 580 979, WO 90/05301, WO 90/11511 und WO 92/14138 beschrieben. . 
Auf diese Dokumente wird hiermit Bezug genommen. 

Eine andere Art der Markierung, die sich fur die erf indungsgemaSen 
Antigene eignet, ist die indirekt nachweisbare Markierung. Bei 
dieser Art der Markierung ist das Antigen mit einer indirekt 
nachweisbaren Gruppe gekoppelt, z.B. einer Biotin- oder 
Haptengruppe, die wiederum durch Reaktion mit einem geeigneten 
Bindepartner (Streptavidin, Avidin, bzw. Anti-Hapten-Antikorper ) , 
der wiederum eine signalerzeugende Gruppe tragt, nachweisbar ist. 
Vorzugsweise wird als indirekte Markierungsgruppe als Hapten ein 
organisches Molekul mit einem Molekulargewicht von 100 bis 2000, 
vorzugsweise von 150 bis 1000 verwendet . 

Die Haptene sind mit einem spezifischen Rezeptor fur das jeweilige 
Hapten bindefahig. Beispiele fiir Rezeptoren sind Antikorper, 
Antikorperf ragmente, die gegen das Hapten gerichtet sind, oder ein 
anderer spezifischer Bindepartner fur das Hapten, z.B. 

Streptavidin oder Avidin, wenn das Hapten Biotin ist. Vorzugsweise 
wird das Hapten ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Sterinen, 
Gallensauren, Sexualhormonen, Corticoiden, Cardenoliden, Cardeno- 
lid-Glycosiden, Buf adienoliden, Steroid-Sapogeninen und Steroid- 
alkaloiden. Besonders bevorzugt wird das Hapten ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus Cardenoliden und Cardenolid-Glycosiden . 
Vertreter dieser Stoffklassen sind Digoxigenin, Digitoxigenin, 
Gitoxigenin, Strophantidin, Digoxin, Digitoxin, Ditoxin und 
Strophantin, wobei Digoxigenin und Digoxin besonders bevorzugt 
sind. Ein anderes geeignetes Hapten ist beispielsweise Fluorescein 
Oder ein geeignetes Fluoresceinderivat . 

Der Rezeptor fiir das Hapten ist mit einer signalerzeugenden 
Gruppe, vorzugsweise einem Enzym, wie etwa Peroxidase, alkalische 
Phosphatase, S-Galactosidase, Urease oder Q-fi-Replikase , gekop- ■ 
pelt. Die signalerzeugende Gruppe kann jedoch auch eine chromoge- 
ne, radioaktive oder NMR-aktive Gruppe oder ein Metallpartikel 
(z.B. Gold) sein. Die Kopplung des Haptens mit dem Antigen kann 
beispielsweise dadurch erfolgen, daS das Hapten in Form eines 
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Aktivesterderivats an den Aminoterminus oder/und an freie 
Aminoseitengruppen des Peptid- oder Polypeptidantigens gekoppelt 
wird. 

Der Begriff "Aktivester" im Sinne der vorliegenden Erfindung 
umfaSt aktivierte Estergruppen, die mit freien Aminogruppen von 
Peptiden unter solchen Bedingungen reagieren konnen, daS keine 
storenden Nebenreaktionen mit anderen reaktiven Gruppen des 
Peptids auftreten konnen. Vorzugsweise wird als Akt ivesterderivat 
ein N-Hydroxysuccinimidester verwendet . Beispiele fur geeignete 
Hapten-Aktivesterderivate sind Digoxin-4' ' ' -hemiglutarat-N- 
hydroxysuccinimidester , Digoxigenin-3 -carboxymethylether-N- 
iydroxysuccinimidester , Digoxigenin-3-O-methylcarbonyl- e -amino- 
capronsaure -N-hydroxysuccinimidester ,Digoxigenin- 3 - hemisuccinat - 
N-hydroxysuccinimidester, Digitoxin-4' ' ' -hemiglutarat-N-hydroxy- 
succinimidester und Digitoxigenin- 3 -hemisuccinat -N-hydroxysuccini - 
midester, Diese Haptenderivate sind von der Fa. Boehringer 
Mannheim GmbH (Mannheim, BRD) kommerziell erhaltlich. Neben den 
N-Hydroxysuccinimidestern konnen auch analoge p-Nitrophenyl - , 
Pentaf luorphenyl- , Imidazolyl- oder N-Hydroxybenzotriazolylester 
verwendet werden. 

Neben dem ersten markierten Antigen wird bei dem erf indungsgemaSen 
Verfahren auch ein zweites Antigen verwendet, das an eine 
Festphase gebunden ist oder in einer an eine Festphase bindefahi- 
gen Form vorliegt, und ebenfalls ein multimeres Antigen sein kann. 
Die Bindung zwischen dem f estphasenseitigen Antigen und der 
Festphase kann kovalent oder adsorptiv sein und direkt, uber 
chemische Linkergruppen oder uber eine spezif ische Wechselwirkung, 
z.B. Biotin - Streptavidin/Avidin, Antigen - Antikorper, Kohlen- 
hydrat - Lectin, erfolgen, Vorzugsweise ist das f estphasenseit ige 
Antigen ein biotinyliertes Antigen und die Festphase entsprechend 
mit Streptavidin oder Avidin beschichtet . Die Kopplung von 
Biotingruppen mit dem Antigen kann auf bekannte Weise, z.B. durch 
die Einfuhrung von Biot in-Akt ivesterderivaten erfolgen. Derartige 
Methoden sind dem Fachmanh bekannt . 
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Die Anzahl von Markierungs- oder Festphasenbindegruppen auf dem 
multimeren Antigen ist variabel, d.h. es konnen eine oder mehrere 
Gruppen vorhanden sein. In manchen Ausf lihrungsf ormen des erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens ist es bevorzugt, wenn mindestens 3, und 
besonders bevorzugt 3 bis 2 0 Markierungs- oder Festphasenbinde- 
gruppen vorhanden sind, Auf diese Weise kann eine liberraschend 
hohe Sensitivitatsverbesserung und eine signifikante Abnahme des 
Hook-Effekts (falsch negative Bewertung von stark posit iven 
Proben) erreicht werden. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis, daS ein 
immunologischer Test zur Bestimmung eines spezif ischen Antikorpers 
n einer Probef lussigkeit vorteilhaft ist, wenn mindestens eines 
der fur diesen Test verwendeten beiden Antigene ein multimeres 
Antigen ist, d.h. mehrere Epitopbereiche , vorzugsweise mehrere 
gleiche Epitopbereiche umf afit . Der Begriff "Epitopbereich" im 
Sinne der vorliegenden Erfindung bedeutet eine Struktur, vorzugs- 
weise eine Peptid- oder Polypeptidsequenz , die eine spezif ische 
Reaktion mit dem zu bestimmenden Antikorper zeigt . Zur Anordnung 
mehrerer Epitopbereiche auf dem multiplen Antigen gibt es 
prinzipiell mehrere Moglichkeiten. 

In einer ersten Ausf uhrungsf orm verwendet man als multimeres 
Antigen einen nicht mit dem zu bestimmenden Antikorper reagieren- 
den Trager, an den die Epitopbereiche kovalent gekoppelt sind. 
Seispiele fur geeignete Trager sind Peptide, Polypeptide oder 
synthetische Trager, z.B. Dextrane . Beispiele fur geeignete 
Polypeptide sind Albumine , z.B. Rinderserum- Albumin, unspezif ische 
Immunglobuline , Immunglobulinf ragmente , fi-Galactosidase und 
Polylysin. Bei der Verwendung des Tragers ist darauf zu achten, 
daS er keine Kreuzreaktivitat mit Antikorpern in der Probef lussig- 
keit zeigt . 

Die Epitopbereiche sind vorzugsweise uber einen bif unktionellen 
Linker an reaktive Gruppen des Tragers, z.B. NH2-Gruppen oder SH- 
Gruppen, gekoppelt. Vorzugsweise erfolgt die Kopplung iiber NHj- 
Gruppen des Tragers . 
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In dieser Ausf lihrungsf orm der Erf indung verwendet man vorzugsweise 
ein Antigen der allgemeinen Formeln 

(P-)„T(-L)„ (la) Oder T(-P-LJ„ (lb) 

wobei T einen Trager bedeutet, P Peptid- oder Polypeptidsquenzen 
bedeutet, die gleiche oder verschiedene, immunologisch reaktive 
Epitopbereiche enthalten und kovalent an den Trager gekoppelt 
sind, und L Markierungsgruppen oder zur Bindung an eine Festphase 
fahige Gruppen bedeutet, die kovalent an den Trager bzw. an die 
Peptid- Oder Peptidsequenzen gekoppelt sind, n eine Zahl von 
groSer 1 bis 40 ist und m eine Zahl von 1 bis 10 ist. Die Symbole 
1 und m miissen keine ganzen Zahlen bedeuten, da die Belegung des 
Tragers mit Epitopgruppen oder mit Markierungs- bzw. Festphasen- 
bindegruppen in einem Reaktionsansatz statistisch erfolgen kann. 
Vorzugsweise ist n groSer oder gleich 2 . 

Die an den Trager gekoppelten Peptid- oder Polypeptidsequenzen 
umf assen vorzugsweise synthetische Peptidsequenzen mit einer Lange 
von 6 bis 50 Aminosauren oder rekombinante Polypeptidsequenzen mit 
einer Lange von vorzugsweise bis zu 1000 Aminosauren. 

Synthetische Peptidsequenzen konnen gegebenenf alls neben dem 
eigentlichen Epitopbereich noch einen Spacerbereich wie oben 
def iniert enthalten, der beispielsweise zwischen Epitop und Trager 
oder/und zwischen Epitop und Markierungs- bzw. Festphasenbinde- 
gruppe angeordnet sein kann. 

Die Peptid- oder Polypeptidepitope konnen iiber den N-Terminus, den 
C-Terminus, oder uber reaktive Gruppen in der Seitenkette an den 
Trager gekoppelt werden. Eine Moglichkeit der Kopplung besteht 
darin, die Tragermolekule durch Reaktion mit bekannten Linker- 
Subs tanzen ( z . B . Maleinimidohexansaure , Maleinimidopropionsaure , 
Maleinimidobenzoesaure) an einer NHj-Gruppe zu aktivieren und ein 
SH-aktiviertes Pept idderivat kovalent an den Trager zu koppeln. 
Die Markierungs- oder Festphasenbindegruppen werden iiblicherweise 
in Form von Aktivestern an das Tragermolekiil oder/und an die 
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Epitopbereiche gekoppelt . Es sind aber auch andere Kopplungs- 
moglichkeiten z.B. liber bif unktionelle Photolinker, denkbar. 

Fiir die Synthase von multimeren Antigenen, welche die Epitope 
gekoppelt an einem inerten Trager enthalten, werden die ent- 
sprechenden Peptide vorzugsweise mit einer reaktiven Mercapto- 
Funktion, z.B, durch Einfuhren eines zusatzlichen Cysteinrests 
hergestellt. Das Peptid kann dabei entweder N- terminal, C- terminal 
Oder auch beliebig in der Sequenz mit einem Linker modifiziert 
sein. Fur die Umsetzung zum multimeren Antigen kann beispielsweise 
ein Trager, der primare Aminogruppen enthalt, zuerst mit dem 
entsprechenden Aktivesterderivat der Markierungsgruppe und 
anschlieSend mit Maleinimidoalkylgruppen beladen werden. Dadurch 
werden die Aminogruppen der e -Aminoseitenkette von Lysinresten im 
Trager teilweise mit der Markierungsgruppe (z.B. Digoxigenin oder 
Bipyridylruthenium) oder der Festphasenbindegruppe (z.B. Biotin) 
markiert und zum anderen Teil in Maleinimidgruppen umgewandelt. 

In einem weiteren Schritt wird dann das Peptid oder die Peptidmi- 
schung mit den gewunschten Epitopbereichen uber die reaktive 
Mercaptof unktion an den Maleinimid-modif izierten Trager gekoppelt. 
Wenn die Markierungsgruppe direkt auf dem Peptid lokalisiert ist, 
erfolgt die Synthese des multimeren Antigens analog, nur wird 
jetzt ein entsprechend markiertes, SH-akt iviertes Peptid mit dem 
Trager umgesetzt. 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm der Erfindung kann man ein 
multimeres Antigen verwenden, daS mehrere direkt oder uber 
Spacerbereiche miteinander kovalent gekoppelte Epitopbereiche 
umf afit . Vorzugsweise erfolgt die Verknupfung der Epitope minde- 
stens teilweise uber trif unktionelle Linkermolekiile , so daiS das 
Antigen mindestens eine Verzweigungsstelle und vorzugsweise 1 bis 
7 Verzweigungsstellen umf al?.t . 

Vorzugsweise verwendet man in dieser Ausf iihrungsf orm ein Antigen 
der allgemeinen Formel II: 
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pl|p2p>3(p4)jj^ (II) 

wobei P^r P^ und P^ Peptidsequenzen mit einer Lange von bis zu 

50 Aminosauren bedeuten, wobei mindestens 2 Peptidsequenzen 
gleiche oder verschiedene immunologisch reaktive Epitopbereiche 
enthalten, r 1 oder 2 ist, s eine ganze Zahl von 0 bis 4 ist und 
t eine ganze Zahl von 0 bis 8 ist, wobei das Antigen mindestens 
eine Verzweigungsstelle und mindestens eine Markierungsgruppe oder 
eine zur Bindung an eine Festphase fahige Gruppe enthalt. 

Das Antigen . der Formel II bildet eine baumartige Struktur mit 
maximal 7 Verzweigungsstellen, wenn P^ P^, P^ und P^ lineare 
Peptidsequenzen sind, und enthalt vorzugsweise zwei bis acht 
gleiche oder verschiedene, immunologisch reaktive Epitopbereiche. 
Die Epitopbereiche sind vorzugsweise nicht direkt, sondern iiber 
Spacerbereiche miteinander verknupf t . Die Spacerbereiche sind 
vorzugsweise immunologisch inaktive Peptidsequenzen mit einer 
Lange von 1 bis 10 Aminosauren, wie oben definiert. Nicht alle 
Peptidsequenzen P^ P^, P^ und P^ mussen Epitopbereiche enthalten, 
sondern es sind auch Strukturen moglich, bei denen diese Sequenzen 
nur aus Spacerbereichen bestehen. Verzweigungen konnen durch 
Verwendung trifunktioneller Aminosauren, z.B. Lysin oder Orni thin, 
in die Struktur eingebaut werden. 

Weiterhin enthalt das Antigen der allgemeinen Formel II mindestens 
eine Markierungs- oder Festphasenbindegruppe , wie oben definiert. 
Diese Gruppen konnen beispielsweise selektiv an die Enden oder/und 
an reaktive Seitenketten der Peptidsequenzen gekoppelt werden. 

Noch eine weitere Aus fuhrungs form der multimeren Antigene sind die 
sogenannten Mosaikproteine,- d.h. rekombinante Fusions-Polypeptide , 
deren Aminosauresequenz mehrere immunologisch reaktive Epitopbe- 
reiche enthalt, die gegebenenf alls liber immunologisch inaktive 
Spacerbereiche verknupf t sind. Die rekombinanten Mosaikproteine 
sind erhaltlich, indem man eine fur das gewiinschte Protein 
kodierende DNA-Sequenz herstellt und in einer rekombinanten 
Wirtszelle zur Expression bringt . Derartige Verfahren sind dem 



Fachmann auf dem Gebiet der Molekularbiologie bekannt und in 
Standardlehrbvichern (z.B. Sambrook et al . , Molecular Cloning. A 
Laboratory Manual, 2nd Edition (1989), Cold Spring Harbor 
Laboratory Press) beschrieben. Die Einfuhrung von Markierungs- 
oder Festphasenbindegruppen in das rekombinante Protein kann 
ebenfalls nach bekannten Methoden erfolgen. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung sind die 
Epitopbereiche synthetische Peptidsequenzen mit einer Lange von 
6 bis maximal 50, besonders bevorzugt bis maximal 3 0 Aminosauren. 
In derartige Epitopbereiche konnen Markierungsgruppen bzw. 
Festphasenbindegruppen selektiv sowohl beziiglich ihrer Lokalisie- 
rung als auch beziiglich ihrer Anzahl eingefiihrt werden. Bei der 
synthetischen Herstellung besteht namlich die Moglichkeit, durch 
Verwendung bestimmter Schutzgruppen an reaktiven Seitengruppen, 
z.B. primaren Aminogruppen der eingesetzten Aminosaurederivate , 
diejenigen Positionen des Peptids gezielt auszuwahlen, die nach 
selektiver Schutzgruppenabspaltung zur Reaktion mit der eingefiihr- 
ten Markierungsgruppe zur Verfiigung stehen. 

Hierzu wird das Peptid mit der gewiinschten Aminosauresequenz an 
einer Festphase, vorzugsweise mit einem kommerziellen Peptid- 
Synthesegerat (z.B. die Gerate A 431 oder A 433 von Applied 
Biosystems) hergestellt. Die Synthese erfolgt nach bekannten 
Methoden, vorzugsweise ausgehend vom Carboxylterminus des Peptids 
unter Verwendung von Aminosaurederivaten . Vorzugsweise werden 
Aminosaurederivate eingesetzt, deren fiir die Kupplung benotigte 
Amino -Endgruppe mit einem Fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) -Rest 
derivatisiert ist . Reaktive Seitengruppen der eingesetzten 
Aminosauren enthalten Schutzgruppen, die nach Beendigung der 
Peptidsynthese ohne weiteres abspaltbar sind. Bevorzugte Beispiele 
hierfiir sind Schutzgruppen, wie etwa Triphenylmethyl (Trt) , t- 
Butyl (tBu) , tert . -Butoxycarbonyl (Boc) oder 2 , 2 , 5 , 7 , 8 - Penta- 
methylchroman-6-sulf onyl (Pmc) . 

Die Aminoseitenketten von Lysinresten oder anderen Aminosaure- 
derivaten mit primaren Aminoseitengruppen, die sich an Positionen 



des Peptids befinden, die spater mit einem Hapten, z.B. Digoxin 
Oder Digoxigenin, derivatisiert werden sollen, sind mit einer 
ersten Aminoschutzgruppe versehen, die so ausgewahlt wird, daS sie 
quantitativ . unter bestimmten Reaktionsbedingungen, z.B. in 
Anwesenheit von Saure, abspaltbar sind. Ein Beispiel f lir . eine 
geeignete saurelabile Schutzgruppe ist Hoc. Die Seitengruppen von 
Lysinresten oder anderen Aminosaureresten mit primaren Amino- 
seitengruppen, an denen keine Kopplung eines Haptens gewunscht 
wird, sind mit einer zweiten Aminoschutzgruppe versehen, die so 
ausgewahlt wird, daS sie unter den Bedingungen, bei denen die 
erste Schutzgruppe abspaltbar ist, selbst nicht abgespalten wird. 
Vorzugsweise ist die zweite Schutzgruppe auch unter denjenigen 
Bedingungen stabil, bei denen die Abspaltung des Peptids von der 
Festphase und die Abspaltung aller deren Schutzgruppen erf olgt . 
Beispiele fur solche zweiten Schutzgruppen sind saurestabile 
Schutzgruppen, wie etwa Phenylacetyl . Neben den 20 naturlichen 
Aminosauren kann das Peptid auch artefizielle Aminosauren, wie 
etwa iS-Alanin, 7-Aminobuttersaure , e -Aminocapronsaure oder 
Norleucin enthalten. Diese artef iziellen Aminosauren werden analog 
wie die naturlichen Aminosauren fur die Synthese in geschutzter 
Form eingesetzt. 

Nach Beendigung der Synthese erfolgt gegebenenf alls nach Frei- 
setzung des Peptids von der Festphase eine Abspaltung von 
Schutzgruppen einschlieSlich der ersten Aminoschutzgruppen, die 
sich an den Posit ionen befinden, an denen die Kopplung des Haptens 
stattfinden soil. Dann wird das auf diese Weise erhaltene Produkt 
gereinigt, vorzugsweise durch HPLC. AnschlieSend erfolgt die 
Einfiihrung der Hapten-Markierung durch Umsetzung des Peptids mit 
dem jeweils gewiinschten Hapten-Aktivesterderivat , das mit freien 
primaren Aminogruppen, d.h. mit der Amino -Endgruppe oder /und 
Aminoseitengruppen des Peptids, reagiert . Pro freie primare 
Aminogruppe werden vorzugsweise 1,5 bis 2,5 Aquivalente Aktivester 
eingesetzt. AnschlieSend wird das Reaktionsprodukt auf gereinigt , 
vorzugsweise durch HPLC. 
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Enthalt das Peptid noch Aminogruppen, die mit einer zweiten 
Schutzgruppe, wie etwa Phenylacetyl , derivatisiert sind, so werden 
diese Schutzgruppen im letzten Schritt entfernt. Die Entfernung 
von Penylacetylschutzgruppen kann beispielsweise enzymatisch mit 
immobilisierter oder loslicher Penicillin-G-Amidase in waSriger 
Losung mit organischem Solvensanteil bei Raumtemperatur erfolgen. 

Enthalten die durch das erf indungsgemaSe Verfahren hergestellten 
Peptide eine intramolekulare Disulf idbriicke , so kann die Peptidse- 
quenz nach Beendigung der Synthese, aber vor Abspaltung der N- 
terminalen Fmoc-Schutzgruppe der letzten Aminosaure z.B. mit Jod 
in Hexaf luorisopropanol/Dichlormethan (Cober et al . The Peptide 
academic Press, New York, 1981, Seiten 145 bis 147) an der 
Festphase oxidiert, und anschlieSend die N-terminale Fmoc- 
Schutzgruppe abgespalten werden. 

Die Einftihrung einer reaktiven SH-Gruppe kann beispielsweise durch 
Kupplung eines Cysteinrests an den Aminoterminus des Peptids 
erfolgen . 

Die Einfiihrung von Ruthenium-Markierungsgruppen in synthetische 
Peptide erfolgt entweder N- terminal iiber eine entsprechende 
Carbonsaure oder innerhalb der Sequenz liber ein e -derivat isiertes 
Lysin . 

Die Synthese von verzweigten multimeren Antigenen kann dadurch 
erfolgen, dafi eine durch zwei Fmoc-Gruppen geschutzte Diaminocar- 
bonsaure, wie etwa Lysin, eingesetzt wird. Die Biotinylierung der 
Peptide kann beispielsweise durch Einfiihrung eines Biotinderivats 
an den N-Terminus erfolgen, wahrend das Peptid noch an die 
Festphase gekoppelt ist. 

Fur das erf indungsgemaSe Verfahren werden vorzugsweise Peptid- 
oder Polypeptidepitope aus viralen Antigenen, z.B. den Aminosaure - 
seguenzen von HIV oder Hepatitis C-Virus (HCV) , verwendet . 
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Vorzugsweise warden HIV-Epitope ausgewahlt aus den Regionen gp32, 
gp41, gpl20 und gp24 . HCV-Epitope warden vorzugsweise aus der 
Core/Env-Region oder den Nicht-Strukturprotein-Regionen NS3 , NS4 
Oder NS5 ausgewahlt . 

Besonders bevorzugt wird der Epitopbereich von HIV-Aminosaure- 
sequenzen ausgewahlt aus der Gruppe der Aminosaurasequenzen : 



NNTRKSISIG 


PGRAFYT 




(I) 


NTTRSISIGP 


GRAFYT 




(II) 


IDIQEERRMR 


IGPGMAWYS 




(III) 


QARILAVERY 


LKDQQLLGIW 


GASG 


(IV) 


LGIWGCSGKL 


ICTTAVPWNA 


SWS 


(V) 


KDQQLLGIWG 


SSGKL 




(VI) 


ALETLLQNQQ 


LLSLW 




(VII) 


LSLWGCKGKL 


VCYTS 




(VIII) 


WGIRQLRARL 


LALETLLQN 




(IX) und 


QAQLNSWGCA 


FRQVCHTTVP 


WPNDSLT 


(X) 



Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 und 
vorzugsweise mindestens 8 Aminosauren aufweisen. 

Die Aminosaurensequenzen I bis III stammen aus der gpl20-Region 
von HIV, die Aminosauresquenzen IV bis IX stammen aus der gp41- 
Region von HIV und die Aminosauresequenz X stammt aus der gp3 2- 
Region von HIV, Die Aminosauresequenzen I bis X sind weiterhin in 
den Sequenzprotokollen SEQ ID NO. 1 bis SEQ ID NO. 10 dargestellt . 
Die Sequenzen V, VIII und X enthalten jeweils 2 Cysteinreste , die 
vorzugsweise in Form einer Disulf idbrucke vorliegen. 

Der Epitopbereich von HCV-Aminosauresequenzen wird vorzugsweise 
ausgewahlt aus der Gruppe der Aminosauresequenzen: 



SRRFAQALPV WARPD (XI) 

PQDVKFPGGG QIVGGV (XII) 

EEASQHLPYI EQ (XIII) 

QKALGLLQT (XIV) 
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•SRGNHVSPTH 



YVPESDAA 



(XV) 



PQRKNKRNTN 



RRPQDVKFPG 



AWYELTPAET 



GGQIVGW 



TVRLRAYMNT 



PGLPV 



(XVI) und 
(XVII) 



Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 und 
vorzugsweise mindestens 8 Aminosauren aufweisen. Die Sequenz XI 
stammt aus der NS5-Region, die Sequenzen XII und XVI aus der Core 
Region, die Sequenzen XIII, XIV und XV aus der NS4 Region und die 
Sequenz XVII aus der NS3 -Region von HCV. Die Aminosauresequenzen 
XI bis XVII sind weiterhin in . den Sequenzprotokollen SEQ ID NO. 
11 bis SEQ ID NO. 17 dargestellt . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein Reagenz 
zur immunologischen Bestimmung eines spezifischen Antikorpers in 
einer Probef lussigkeit umfassend eine reaktive Festphase, zwei 
gegen den zu bestitnmenden Antikorper gerichtete Antigene, wobei 
das erste Antigen eine Markierungsgruppe tragt und das zweite 
Antigen (a) an die Festphase gebunden ist oder (b) in einer an die 
Festphase bindefahigen Form vorliegt, dadurch gekennzeichnet , dafi 
mindestens eines der beiden Antigene mehrere Epitopbereiche 
umfaSt, die mit dem zu bestimmenden Antikorper reagieren. 

In einer Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erf indung enthalt das 
Reagenz ein erstes markiertes Antigen mit mehreren Epitopberei- 
chen, das mindestens eine Hapten-Markierungsgruppe tragt und einen 
Rezeptor fur das Hapten, der wiederum eine signalerzeugende Gruppe 
enthalt. Weiterhin bevorzugt ist ein Reagenz umfassend ein zweites 
f estphasenseitiges Antigen mit mehreren Epitopbereichen, das 
mindestens eine Biotingruppe tragt, und eine mit Streptavidin oder 
Avidin beschichtete reaktive Festphase. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist die 
Verwendung von multimeren Antigenen, die -mehrere immunologisch 
reaktive Epitopbereiche umfassen, in einem* immunologischen 
Testverf ahren zur Bestimmung von spezifischen Antikorpern in einer 
Probef lussigkeit . 



Vorzugsweise werden solche Antikorper bestimmt, die auf eine 
Infektion durch Mikroorganismen, wie etwa Bakterien, Viren oder 
Protozoen, hinweisen. Besonders bevorzugt werden gegen Viren 
gerichtete Antikorper, z.B. gegen HIV oder Hepatitis-Viren 
gerichtete Antikorper bestimmt. Die Probef lussigkeit ist vorzugs- 
weise Serum, besonders bevorzugt humanes Serum. Weiterhin ist 
bevorzugt, daS die erf indungsgemaSen multimeren Antigene bei einem 
immunologischen Verfahren im Briickentestf ormat eingesetzt werden. 

Die Testdurchfuhrung beinhaltet vorzugsweise ein Mischen der 
Probef lussigkeit mit dem ersten Antigen und dem f estphasenseitigen 
zweiten Antigen, um einen markierten, immobilisierten Komplex aus 
arstem Antigen, T^tikorper und f estphasengebundenem zweiten 
Antigen zu erhalten. Gegeniiber anderen Testformaten zum Nachweis 
von Antikorpern fuhrt das Briickentestf ormat sowohl zu einer 
Verbesserung der Sensitivitat , d.h. es werden alle Immunglobulin- 
klassen, wie etwa IgG, IgM, IgA und IgE, erkannt, als auch der 
Spezifitat, d.h. es wird die unspezif ische Reaktivitat ver- 
ringert. Die Spezifitat und Sensitivitat des Doppelantigen- 
Bruckentests kann weiterhin verbessert werden, wenn man eine 
Zweischritt-Testf uhrung verwendet, bei der in einem ersten Schritt 
die Probef lussigkeit mit dem ersten und dem zweiten Antigen 
vermischt, und anschlieSend der Rezeptor fur die Haptenmarkierung 
des ersten Antigens, der die signalerzeugende Gruppe tragt, 
zugegeben wird. 

Die Erfindung betrif ft schliefilich auch neue Antigene der Formeln 
(la), (lb) und (II) wie oben definiert. 

Weiterhin wird die vorliegende Erfindung durch die nachf olgenden 
Beispiele, Sequenzprotokolle und Figuren beschrieben. 

Es zeigen 

SEQ ID NO. 1: die Aminosauresequenz 

Bereich von HIV; 
SEQ ID NO. 2: die Aminosauresequenz 

dem gpl20-Bereich von 



eines Epitops aus dem gpl20- 

eines weiteren Epitops aus 
HIV; 
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SEQ ID NO. 3: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gpl20-Bereich von HIV, Subtyp O; 

SEQ ID NO. 4: die Aminosauresequenz des Epitops aus dem gp41- 

Bereich von HIV; 

SEQ ID NO- 5: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gp41-Bereich von HIV; 
SEQ ID NO. 6: die Aminosauresequenz noch eines weiteren Epitops 

aus dem gp41-Bereich von HIV; 
SEQ ID NO. 7: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem gp41- 

Bereich von HIV, Subtyp O; 
SEQ ID NO. 8: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gp41-Bereich von HIV, Subtyp O; 
iEQ ID NO, 9: die Aminosauresequenz noch eines weiteren Epitops 

aus dem gp41-Bereich von HIV, Subtyp O; 
SEQ ID NO. 10: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem gp32- 

Bereich von HIV, 

SEQ ID NO. 11: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS5- 

Bereich von HCV; 

SEQ ID NO. 12: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem Core- 

Bereich von HCV; 

SEQ ID NO. 13: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS4- 

Bereich von HCV; 

SEQ ID NO. 14: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem NS4-Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 15: die Aminosauresequenz noch eines weiteren Epitops 

aus dem NS4-Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 16: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem Core-Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 17: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS3- 

Bereich von HCV; 

Figur 1 : die Aminosauresequenz des rekombinanten HIV p24 

Antigens, 

Figur 2 : einen Vergleich der MeSsignale in einem Doppelan- 

tigen-Briickentest bei Verwendung eines monomeren 
und eines multimeren ruthenylierten HIV-gpl20 
Antigens , und 



Figur 3: einen Vergleich der Mefisignale in einem Doppelan- 

tigen-Bruckentest bei Verwendung eines monomeren 
und eines multimeren biotinylierten HIV-gpl20- 
Antigens . 

BEISPIELE 

Beispiel 1 

Herstellung von Peptid-Epitopbereichen 

Die Peptid-Epitopbereiche wurden mittels Fluorenylmethyloxy- 
::arbonyl- (Fmoc) -Festphasenpeptidsynthese an einem Batch-Peptid- 
synthesizer, z.B. von Applied Biosystems A431 oder A433, herge- 
stellt. Dazu wurden jeweils 4.0 Aquivalente der in Tabelle 1 
dargestellten Aminosaurederivate verwendet : 
Tabelle 1: 



A 


Fmoc -Ala -OH 


C 


Fmoc - Cy s ( Tr t ) - OH 


D 


Fmoc -Asp (tBu) -OH 


E 


Fmoc-Glu (tBu) -OH 


F 


Fmoc-Phe-OH 


G 


Fmoc-Gly-OH 


H 


Fmoc-His (Trt) -OH 


I 


Fmoc-Ile-OH 


Kl 


Fmoc-Lys ( Phenylacetyl ) -OH 


K2 


Fmoc-Lys (Boc) -OH 


K3 


Boc-Lys (Fmoc) -OH 


L 


Fmoc -Leu -OH 


M 


Fmoc-Met-OH 


N 


Fmoc-Asn (Trt ) -OH 


P 


Fmoc -Pro -OH 


Q 


Fmoc-Gln (Trt) -OH 


R 


Fmoc-Arg (Pmc) -OH 
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c 
o 


r mOC oSi V t-ou ; -LJrl 


T 


T- i__ _ rp"L_ „ / 4- "Q ■! \ ^TJ 


U 


Fmoc - isAX anm - uh 


V 


Fmoc - vai - UH 


W 


Fmoc - Trp - OH 


Y 


Fmoc-Tyr (tBu) -OH 


Z 


Fmoc- e -Aminocapronsaure-OH 


Nle 


Fmoc -Nor leucin-OH 


Abu 


Fmoc-7-Aminobuttersaure-OH 



Bei Anwesenheit von Cysteinresten in der Peptidseguenz erfolgte 
unmittelbar nach Beendigung der Synthese eine Oxidation an der 
Festphase mit Jod in Hexaf luorisopropanol/Dichlormethan . 

Die Aminosauren oder Aminosaurederivate wurden in N-Methylpyrroli- 
don gelost. Das Peptid wurde an 400-500 mg 4 - (2 ' , 4 ' -Dimethoxy- 
phenyl-Fmoc-Aminomethyl) -Phenoxy-Harz (Tetrahedron Letters 28 
(1987), 2107) mit einer Beladung von 0,4-0,7 mmol/g aufgebaut 
(JACS 95 (1973), 1328) . Die Kupplungsreaktionen wurden bezuglich 
des Fmoc-Aminosaurederivats mit 4 Aquivalenten Dicyclohexylcarbo- 
diimid und 4 Aquivalenten N-Hydroxybenzotriazol in Dimethyl - 
formamid als Reaktionsmedium wahrend 20 min durchgef uhrt . Nach 
jedem Syntheseschritt vmrde die Fmoc-Gruppe mit 20%igem Piperidin 
in Dimethylf ormamid in 20 min abgespalten. 

Die Freisetzung des Peptids vom Syntheseharz und die Abspaltung 
der saurelabilen Schutzgruppen - mit Ausnahme der Phenylacetyl- 
schutzgruppe - erfolgte mit 20 ml Trif luoressigsaure , 0,5 ml 
Ethandithiol , 1 ml Thioanisol, 1,5 g Phenol und 1 ml Wasser in 4 0 
min bei Raumtemperatur . Die Reakt ionslosung wurde anschliefiend mit 
3 00 ml gekiihltem Diisopropylether versetzt und zur vollstandigen 
Fallung des Peptids 40 min bei 0*=*C gehalten. Der Niederschlag 
wurde abfiltriert, mit Diisopropylether nachgewaschen , mit wenig 
50 %-iger Essigsaure gelost und lyophilisiert , Das erhaltene 
Rohmaterial wurde mittels praparativer HPLC an Delta-PAK RP C18- 
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Material (Saule 50 x 300 mm, 100 A, 15 fi) liber einen entsprechen- 
den Gradienten (Eluent A: Wasser, 0,1% Trif luoressigsaure , Eluent 
B: Acetonitril/ 0,1% Trif luoressigsaure) in ca. 120 min. aufgerei- 
nigt. Die Identitat des eluierte Materials wurde mittels lonen- 
spray-Massenspektrometrie gepruft. 

Die Einfuhrung einer Hapten-, z.B. einer Digoxigenin- bzw. 
Digoxin-Markierung erfolgte liber Kopplung der entsprechenden 
Aktivester-Derivate , z . B . Digoxigenin-3 -carboxymethylether-N- 
hydroxysuccinimidester (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, BRD) 
an die freien Aminogruppen des Peptids in Losung. Das zu derivati- 
sierende Peptid wurde in einer Mischung aus DMSO und 0,1 M 
.<aliumphosphat- Puffer pH 8,5 gelost. AnschlieSend wurden 2 
Aquivalente Aktivester pro freie primare Aminof unktion in wenig 
DMSO gelost zugetropft und bei Raumtemperatur geriihrt . Der Umsatz 
wurde liber analytische HPLC verfolgt. Das Produkt wird mittels 
praparativer HPLC auf gereinigt . 

Das Lysin-Derivat Kl wurde fur Positionen verwendet, an denen 
keine Haptenmarkierung stattfinden sollte. Das Lysin-Derivat K2 
wurde fur Positionen verwendet, an denen eine Haptenmarkierung 
stattfinden sollte. Das Lysin-Derivat K3 wurde zur Kopplung der 
€ -Aminogruppe an das Peptid im Spacerbereich verwendet. 

Enthielt das Peptid noch mit Phenyacetyl geschiitzte Lysine, so 
wurde diese Schutzgruppe im letzten Schritt enzymatisch mit 
Penicillin-G-Amidase in waSrigem Milieu mit organischem Solvens- 
Anteil bei Raumtemperatur abgespalten. Das Enzym wurde abfiltriert 
und das Peptid iiber praparative HPLC auf gereinigt , Die Identitat 
des eluierten Materials wurde mittels lonenspray-Massenspek- 
trometrie gepruft . 

Die Einfuhrung einer Ruthenium-Markierungsgruppe erfolgte entweder 
N- terminal iiber ein Ruthenium (bispyridyl ) 3-Carbonsaurederivat , 
z.B. Ru- (bispyridyl) 3^'*'-N-hydroxysuccinimidester oder in der 
Sequenz iiber einen e -derivat isierten Lysinrest (Fmoc-Lys (BPRu) OH) . 
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Die Einfvihrung einer Biotinmarkierung erfolgte entweder N-terminal 
durch eine Derivatisierung am Harz (Biotin-Aktivester ) oder 
innerhalb der Sequenz analog ' der Einfiihrung einer Ruthenium- 
Markierung liber ein entsprechend mit Biotin e -derivatisiertes 
Lysin. 

Die Synthese verzweigter multimerer Peptide erfolgte analog der 
Synthese der linearen Peptide, Als Festphase wurde hier ein 
niedriger beladenes Harz, z.B. mit einer Beladung von 0,2 mmol/g 
gewahlt . Fiir die Verzweigung wurde eine bis-Fmoc-geschutzte 
Diaminocarbonsaure , wie etwa Fmoc-Lys (Fmoc) -OH eingesetzt . 

In den Tabellen 2 und 3 findet sich eine Auflistung von herge- 
stellten Peptiden . 

Aus den Bereichen gpl20, gp41 und gp32 von HIV wurden die in 
Tabelle 2a-2d dargestellten Peptidverbindungen hergestellt . 



Tabelle 2a : SH-aktivierte lineare Peptide 



gp4i/i 


CUZU - WG I RQLRARLLALETLLQN 


gp4i/2 


CUZU - LSLWGCKGKLVCYTS 


gp41/4 


CUZU-ALETLLQNQLLSLW 


gpl20 


CUZU- IDIQEMRIGPMAWYS 



Tabelle 2b : Digoxigenin-markierte lineare Peptide 



gpi20 


Digoxigenin-3-cme-UZU-NNTRKSISIGPGRAFYT 
Digoxigenin-3-cme-UZ- NTTRS I S I G PGRAF Y 
Digoxigenin- 3 -cme-UZU- IDIQEERRMRIGPGMAWYS 


gp4i/i 


. Digoxigenin- 3- erne -UZU-AVERYLKDQQLLGIW 
Digoxigenin - 3 - erne - ZUZU- AVERYLKDQQLLGIW 
Digoxigenin- 3 -cme-UZ-QARILAVERYLKDQQLLGIWGASG 
Digoxigenin- 3 - erne - ZGGGG - QARILAVERYLKDQQLLGIWGASG 
Digoxigenin- 3 - erne -UZU- WGIRQLRARLLALETLLQN 
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gp4l/2 


Digoxigenin- 3 - cme -UZU-LGIWGCSGKLICTTAV 
LGIWGCSGK- (cme-3 -Digoxigenin) -LICTTAV 

jjigoxi9cn.in — o ~ Cine ~ uz»u — vvou.ovjjn.~ vcme~ j — jjiyoxiyeriiri; — 
LICTTAV 

Digoxigenin- 3 - cme - ZU-GCSGKLICTTAVPWNASWS 
GCSGK- (cme-3-Digoxigenin) -LICTTAVPWNASWS 
GCSGKLICTTAVPWNASWSK( cme -3 -Digoxigenin) G 
Digoxigenin- 3- cme -UZU-LSLWGCKGKLVCYTS 


gp4i/3 


Digoxigenin- 3- cme -UZU-KDQQLLGIWGSSGKL 


gp41/4 


Digoxigenin- 3- cme -UZU-ALETLLQNQLLSLW 


gp32 


Digoxigenin- 3 - cme - Z -NSWGCAFRQVCHTT 



Tabelle 2c : Ruthenylierte lineare Peptide 



gpi2 0 


B PRu - UZU - NNTRKS I S I GPGRAFYT 
B PRu - UZ - NTTRS I S I GPGRAFY 

BPRu (ethylenglykol) -UZ-NTTRSISIGPGRAFY 
NNTRKS I S I GPGRAFYT - K ( B PRu ) 
BPRu-UZU- IDIQEERRMRIGPGMAWYS 


gp4i/i 


BPRu-UZU-AVERYLKDQQLLGIW 
B PRu - UGGG - QAR I LAVER YLKDQQLLG I WGASG 
B PRu - GGGG - QAR I LAVER YLKDQQLLG I WGAS G 
B PRu - UZU - WG I RQLRARLLALE TLLQN 


gp4i/2 


B PRu - UZU - LG I WGCS GKL I CTTAV 
BPRu - UGGG - GCSGKL I CTTAVPWNASWS 
(GCSGKLICTTAVPWNASWS) K- (BPRu) 


gp4i/3 


BPRu - UZU - KDQQLLG I WGS SGKL 


gp41/4 


BPRu -UZU-ALETLLQNQLLSLW 


gp3 2 


BPRu - UZU- NSWGCAFRQVCHTT 

BPRu- GGG - Q AQLNS WGC AFRQ VCHTTVPWPNDS LT 



Tabelle 2d : Verzweigte Peptide 



gpl2 0 


(NTTRSISIGPGRAFY-AbuZ AbuZ) j-K-Z-AbuZ-K- (Bi) 
( (NTTRSISIGPGRAFY-ZU) 2-K-UU-K- (Bi)' 
( (NNTRKSISIGPGRAFYT-UZU-K)2-UZU- 
NNTRKSISIGPGRAFYT-UZU-K) j-UZU-Bi 


gpl2 0 


(NTTRSISIGPGRAFY-ZU) o-K-UU-K- (BPRu) 
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Aus dem NS5-Bereich, dem NS4-Bereich, dem Core-Bereich und dem 
NS3-Bereich von HCV vmrden die in den folgenden Tabellen 3a-d 
dargestellten Peptide synthetisiert . 



Tabelle 3a: SH-aktivierte lineare Peptide 



NS4/3 



C - UZ - SRGNHVS PTHYVPESDAA 



Tabelle 3b : Hapten-markierte lineare Peptide 



NS5/1 


Digoxigenin - 3 - erne -UZU- SRRFAQALPVWARPD 


Core2Tn 


Digoxigenin-3-cme-U-PQDVKFPGGGQIVGGV 


NS4/1 


Digoxigenin- 3 -cme-UU-Nle-EEASQHLPYIEQ 


NS4/2 


Digoxigenin- 3 - erne -UU- QKALGLLQT 


NS4/3 


Digoxigenin- 3 - erne -UZU- SRGNHVS PTHYVPESDAA 


Corel 


Digoxigenin- 3 - erne -UZU- KNKRNTNRR 


Corel+2 


Digoxigenin- 3 - erne -U- PQRKNKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGW 


NS 3/1 


Digoxigenin- 3- erne -UZ-AWYELTPAETTVRLRAYMNTPGLPV 



Tabelle 3c : Ruthenylierte lineare Peptide 



Corel 


BPRu - GGGG - KNKRNTNRR 


Corel+2 


BPRu- UZU - KNKRNTNRRPQDVKF PGGGQ I VGGV 


NS4/1+2 


BPRu-UZ-SQHL-PYIEQG-NleNle-LAEQFKQQALGLLQT 


NS4/3m 


BPRu -UZ - SRGNHVSPTHYVPESDAA 


NS5/1 


BPRu -UZ - SRRFAQALPVWARPD 


Corel+2+3 


BPRu - UZ - KNKRNTNRRPQDVKFPGGGQI VGGVLLPRR 


Corelm 


BPRu - UZ - NPKPQKKNKRNTNRR 


Core3m 


BPRu - UZ - GQI VGGVYLLPRRGPRLG 


Core2Tn 


BPRu - UZ - PQDVKFPGGGQI VGGV 
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NS4/3m-I 


BPRu-UZU- SRGNHVSPTHYVPESDAA 


NS4/1 


BPRu-UZU-SQKLPYIEQ 



Tabelle 3d : Verzweigte Peptide 



NS4/3m 



(SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU) 2 
(SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU) 4 
(SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU) g 
(SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU) 2 
( SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU) 4 
(SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU) g 



KUUK (BPRu) 
KjKUUK (BPRu) 
K4U4K2KUUK (BPRu) 
KUUK (Z-Bi) 
K2KUUK (Z-Bi) 
K4U4K2 KUUK (Z-Bi) 



Beispiel 2 



Herstellung von tragergebundenen multimeren Antigenen (Polyhapte- 
nen) mit Peptidepitopen 



Die entsprechenden Peptide wurden mit einer reaktiven Mercapto- 
funktion, z.B. durch Einfiihren von einem zusatzlichen Cystein 
hergestellt (vgl . Tabellen 2a und 2b). Das Peptid kann dabei 
entweder N-, C-terminal oder auch beliebig in der Sequenz mit 
einem sogenannten Linker modifiziert sein. Die Synthese der 
entsprechenden Peptide erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. 

Fiir die Umsetzung zum Polyhapten wurde der NH2-Gruppen-haltige 
Trager zuerst mit dem entsprechenden Aktivester der Markierungs- 
gruppen und anschliefiend mit Maleinimidoalkyl-Gruppen, durch 
Behandlung vorzugsweise mit Maleinimidohexyl- (MHS) oder Malein- 
imidopropyl-N-hydroxysuccinimidester (MPS) , beladen. Dadurch 
wurden die primaren Aminogruppen im Trager (z.B. e -Aminoseiten- 
kette von Lysinresten) teilweise markiert und zum anderen Teil in 
Maleinimidgruppen umgewandelt . 
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Die Umsetzung des Tragers mit den Aktivestern erfolgte vorzugs- 
weise in 0,1 mol/1 Kaliumphosphatpuf f er pH 7,0-8,5 und einer 
Konzentration von 5-20 mg/ml innerhalb von 2-4 h bei Raumtempera- 
tur. Die niedermolekularen Bestandteile wurden entweder liber 
Dialyse oder Gelchromatographie (AcA 202-Gel, Eluent 0,1 mol/1 
Kaliumphosphatpuf fer pH 7-8,5) abgetrennt . 

In einem weiteren Schritt wurde dann das Peptid oder die Peptidmi- 
schung mit der reaktiven Mercaptof unktion an den MHS-modif izier- 
ten, gelabelten Trager in 0,1 mol/1 Kaliumphosphatpuf fer pH 8,5 
innerhalb von 6 h Raumtemperatur gekuppelt. Nicht umgesetztes 
Peptid wurde entweder mittels Dialyse oder Gelchromatographie 
abgetrennt . 

Soil die Markierung direkt am Peptid sitzen, wurde das Polyhapten 
analog synthetisiert und ein entsprechend markiertes, SH-aktivier- 
tes Peptid eingesetzt. 

Als Trager wurden Kaninchen- IgG, Rinderserumalbumin, S-Galactosi- 
dase, Aminodextran und Rinder-Fab-Antikorperf ragmente verwendet . 
Die Beladung des Tragers mit den Pept idsequenzen betrug 1:2-1:20 
auf molarer Basis. Die Beladung des Tragers mit Markierungsgruppen 
betrug 1:1 bis 1:20 auf molarer Basis. 

Beispiel 3 

Herstellung von tragergebundenen multimeren Antigenen (Polyhapte- 
nen) mit Polypept idepitopen am Beispiel von Poly-p24 -RSA-BPRu 

1. Prinzip 

Rinderserumalbumin (RSA) wurde mit Ruthenium- (bis-pyridyl) 3^"^-N- 
hydroxysuccinimidester (BPRU) und Maleinimidohexanoyl-N-hydroxy- 
succinimidester (MHS) in der angegebenen Reihenfolge umgesetzt und 
zur Abtrennung der freien, nicht gebundenen Derivat isierungs- 
reagenzien jeweils dialysiert. 
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Rekombinantes p24 -Antigen aus E. coli (Ghrayeb und Chang, DNA5 
(1986) , 93-99) mit der in Figur 1 gezeigten Aminosauresequenz 
vmrde mit N-Succinimidyl -S-acetylthiopropionat (SATP) zur 
Einfuhrung von Thiolresten uber Aminogruppen umgesetzt und zur 
Abtrennung von freiem, nicht gebundenen SATP dialysiert. 

Nach Freisetzung der SH-Gruppen im aktivierten p24 -Antigen wurden 
an die Maleinimido-Funktionen von RSA-BPRU gekoppelt . Uber- 
schiissige funktionelle Kopplungsgruppen wurden mit Cystein und N- 
Methylmaleinimid abgef angen und damit die Reaktion gestoppt . 

Aus dem Reaktionsgemisch wurde dann das Produkt durch Chromatogra- 
phie an Sephacryl S 200 isoliert. 

2.1 Herstellung von RSA (MH) -BPRU 

Zu 25 0 mg RSA wurde bei einer Proteinkonzentration 2 0 mg/ml in 
PBS-Puffer pH 8,0 ein Sfach molarer UberschuS von BPRU-Reagenz 
(0,4 ml BPRU-Stammlosung mit 47 mg/ml in DMSO) zugesetzt . 

Nach Zugabe wurde 75 min bei 25 °C weitergeriihrt . Die Reaktion 
wurde dann durch Zugabe von Lysin auf eine Endkonzentrat ion von 
10 mmol/1 gestoppt und 30 min bei 25°C weitergeriihrt. 

Durch Zugabe von Jodacetamid auf eine Endkonzentration von 10 
mmol/1 wurden vorhandene SH-Gruppen von RSA derivatisiert . Dazu 
wurde der Ansatz 45 min bei 25 °C und pH 8 , 0 weitergeriihrt. 

Freie, nicht gebundene Derivat isierungsreagenzien wurden durch 
Dialyse (20 Std, 4°C) gegen >500faches Volumen PBS-Puffer pH 7,5 
(50 mmol/1 Na-Phosphat, 150 mmol/1 NaCl, pH 7,5) vollstandig 
abgetrennt . 

Der Einbau von BPRU betrug 4,7 Mol pro Mol RSA, Die Ausbeute war 
220 mg RSA-BPRU (89%) . 
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Zu 220 mg RSA-BPRU wurde dann bei einer Proteinkonzentration von 
20 mg/ml in PBS-Puffer pH 7,1 ein 25fach molarer UberschuS von 
MHS-Reagenz zugesetzt (0,5 ml MHS-Stammlosung mit 50 mg/ml in 
DMSO) und 60 min bei 25°C weitergeriihrt . 

Die Reaktion wurde durch Zugabe von Lysin auf eine Endkonzen- 
tration von 10 mmol/1 gestoppt und 30 min bei 25°C weitergeruhrt . 

Freies, nicht gebundenes MHS-Reagenz vmrde durch Dialyse (20 Std, 
4°C) gegen > 500-faches Volumen PBS Puffer pH 7,5 vollstandig 
abgetrennt. Ausbeute : 210 mg RSA(MH)-BPRU (84%). 

2.2 Herstellung von p24-Antigen (SATP) 

Zu 100 mg p24 -Antigen wurde bei einer Proteinkonzentration von 10 
mg/ml in 0,1 M Na-Phosphat, 0,1% (w/v) SDS,pH 7,1, ein 3fach 
molarer UberschuS von SATP-Reagenz (0,06 ml SATP-Stammlosung mit 
35 mg/ml in DMSO) zugesetzt und 60 min bei 25^C weitergeruhrt. 

Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von Lysin auf 10 mmol/1 
Endkonzentration gestoppt und 30 min bei 25*=»C weitergriihrt . 

Freies, nicht gebundenes SATP-Reagenz wurde anschlieSend durch 
Dialyse (20 Std., RT) gegen >500faches Volumen 0,1 mol/1 Na- 
Phosphat, 0,1% (w/v) SDS, pH 6,5 vollstandig abgetrennt. 
Ausbeute: 95 mg p24-Antigen (SATP) (95%). 

2.3 Herstellung von Poly-p24 -Antigen-RSA-BPRU 

Zu 95 mg p24 -Antigen (SATP) wurde bei einer Proteinkonzentration 
von 10 mg/ml in 0,1 mol/1 Na-Phosphat, 0,1% (w/v) SDS, pH 7,5 
Hydroxylamin (1 mol/1; Merck) auf 3 0 mmol/1 Endkonzentration 
zugestzt und der Ansatz 60 min bei 25°C weitergeruhrt. 

18 mg RSA(MH)-BPRU warden zugesetzt und der Ansatz bei einer 
Proteinkonzentration von 9 mg/ml 6 0 min weitergeruhrt (pH 7,1; 
25^C) . Zum Stop wurde Cystein auf eine Endkonzentration von 2 



mmol/1 zugesetzt und 30 min bei pH 7,1 weitergeruhrt . Anschliefiend 
wurde N-Methylmaleimid (Sigma) auf eine Endkonzentration von 5 
mmol/1 zugesetzt und weitere 30 min bei pH 7,1 und 25°C geriihrt . 

Der so abgestoppte Ansatz wurde 18 Std bei Raumtemperatur (RT) 
gegen >500f aches Volumen 0,1 mol/1 Na-Phosphat, 0,1% (w/v) SDS , 
pH 6,5 dialysiert und liber eine Sephacryl S 200-Saule (Pharmacia) 
gereinigt. Die wichtigsten Rahmenbedingungen fur den Saulenlauf : 
Saulenvolumen 340 ml, Auf tragsvolumen 12 ml, FluSrate 13,0 cm/Std, 
Lauf puffer 0,1 mol/1 Na-Phosphat, 0,1% (w/v) SDS, pH 6,5, 
Betriebstemperatur RT. 

Der Saulenlauf wurde uber ein Durchf luSphotometer bei einer 
Wellenlange von 280 nm verfolgt und in Fraktionen gesammelt 
(Fraktionsgrofie etwa 0,5% des Saulenvolumens) . 

Die Fraktionen des hochmolekularen Elutionsprof ils wurden nach UV- 
Aufzeichnung zu einem Pool gesammelt, das Produkt in einer Amicon- 
Ruhrzelle mit YM3 0 Membran (Amicon) auf eine Proteinkonzentration 
von 10 mg/ml auf konzentriert und bei -80°C eingefroren. 

Einbau: 5 Mol p24-Antigen pro Mol p24 -Antigen-RSA-BPRU . Aus- 
beute:19 mg . 

Beispiel 4 

Verbesserung der Sensitvitat des Briickentest formats bei Verwendung 
von multimeren Antigenen 

a) Tragergebundene multimere Antigene (Polyhaptene) 

Es wurden verschiedene Varianten von biotinylierten Polyhaptenen 
in einem Doppelantigen- Immunoassay in Kombination mit einem 
monomeren digoxgenylierten Hapten eingesetzt, und zwar mit 
gleicher molarer Menge von biotinyliertem bzw. digoxigenyliertem 
Hapten. Als Epitop wurde die Aminosauresequenz NNTRKSISIGPGRAFYT 
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aus dem gpl20-Bereich' von HIV verwendet . Die Herstellung der 
Haptene erfolgte wie in den Beispielen 1 und 2 beschrieben. Es 
wurde die relative Reaktivitat von nativen Anti-HIV Seren mit den 
verschiedenen biotinylierten Polyhaptenen auf die Reaktivitat der 
Seren mit dem entsprechenden biotinylierten monomeren Hapten 
(=100% Reaktivitat) normiert . 

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Tabelle 4 dargestellt. 



Tragermolekul 


effektive Bela- 
dung pro Trager- 
molekul 


Reaktivitat : 

Vgl . mit monomerem 

Antigen (= 100 %) 


Biotin 


Peptid 


RSA (MW: 69000) 
(ca, 627 Aa) 


1 
1 


4.2 
5,1 


ca. 173,0 % 
ca, 185,0 % 


S-Gal (MW:465000) 
(ca. 4227 Aa) 


1 
1 
1 


2 .2 
3.6 
9.4 


ca. 123.5 % 
ca. 151,8 % 

ca. 125,0 % 


Rinder-Fab (MW: 75000) 
(ca. 6 82 Aa) 


1 


5 . 9 


ca. 146,0 % 



b) Multimere verzweigte Antigene 

Es wurde ein Vergleich von biotinylierten und ruthenylierten 
Antigenen mit monomeren bzw. multimeren verzweigten Epitopen in 
einem Doppelantigen- Immunoassy im Briickentest format durchgef lihrt . 

Bei einem Epitop aus der NS4-Region von HCV (Sequenz 
SRGNHVSPTHYVPESDAA) wurde die Kombination eines - monomeren 
biotinylierten Antigens und eines monomeren ruthenylierten 
Antigens mit der Kombination eines multimeren verzweigten 
biotinylierten Antigens (siehe Tabelle 3d, Zeile 2) und eines 
monomeren ruthenylierten Antigens in einem Briickentest verglichen. 
Es wurde die Signaldif f erenzierung, d.h. das Verhaltnis im 
MeSsignal zwischen positiven und negativen Proben bestimmt. Eine 
hohere Signaldif f erenzierung bedeutet eine bessere Sensit ivitat . 
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Bei Verwendung eines multimeren biotinylierten Antigens vmrde eine 
Signaldif f erenzierung von 386 gegeniiber einer Signaldif f erenzie- 
rung von nur 208 bei der Kombination beider monomerer Antigene 
erhalten. 

Entsprechend wurde ein Doppelantigen-Bruckentest mit einer 
Antigensequenz aus der gpl20-Region von HIV durchgef lihrt . Das 
verwendete Epitop hatte die Aminosauresequenz NTTRSISIGPGRAFY . Es 
wurde die Kombination eines monomeren biotinylierten und eines 
monomeren ruthenylierten Antigens mit der Kombination eines 
multimeren verzweigten biotinylierten Antigens (siehe Tabelle 2d, 
Zeile 2) und eines multimeren ruthenylierten Antigens (siehe 
Tabelle 2d, Zeile 4) verglichen. Bei einem Test mit der Kom- 
bination der beiden multimeren Antigene wurde eine Signaldif f eren- 
zierung zwischen positiver und negativer Probe von 12 gefunden. 
Die Kombination beider monomerer Antigene zeigte hingegen nur eine 
Signaldif f erenzierung von 10. 

Beispiel 5 

Verbesserung der Sensitivitat des Briickentest formats bei Ver- 
wendung von multimeren tragergebundenen Antigenen 

Es wurde die Kombination eines monomeren biotinylierten und eines 
monomeren ruthenylierten Antigens mit der Kombination aus einem 
monomeren biotinylierten Antigen und einem tragergebundenen 
multimeren ruthenylierten Antigen (Tragermolekiil : Rinderserumal- 
bumin; Epitop: HIV-p24 -Antigen; Herstellung gemaS Beispiel 3) und 
mit der Kombination eines tragergebundenen multimeren biotinylier- 
ten Antigens und eines monomeren ruthenylierten Antigens in einem 
Briickentest untersucht. Bei zwei unterschiedlichen positiven 
Proben (HIV-Seren) wurde bei der Kombination der beiden monomeren 
Antigene j eweils eine Signaldif f erenzierung positiv/negat iv von 
2 gefunden, wahrend die Kombination von monomerem biotinyliertem 
Antigen und multimerem ruthenyliertem Antigen eine Diff erenzierung 
von 19 bzw . 7 und die Kombination von multimerem biotinyliertem 
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Antigen und monomerem ruthenyliertem Antigen eine Dif f erenzierung 
von 4 bzw 3 ergab. 

Auch bei Verwendung einer Kombination eines monomeren biotinylier- 
ten Antigens und eines anderen multimeren ruthenylierten Antigens^ 
(Tragermolekiil : Kaninchen- Immunglobulin) wurde bei drei ver- 
schiedenen positiven Proben eine wesentlich groSere Signaldif fe- 
renzierung positiv/negativ von 3,22 bzw. 10 gegenuber 2,9 bzw 8 
bei einer Kombination der monomeren Antigene gefunden. 

Auch bei Verwendung eines anderen Epitops (rekombinantes Protein 
aus dem HIV-gp41-Bereich) konnte die Uberlegenheit der multimeren 
Antigene gegenuber den monomeren Antigenen gezeigt werden . Wahrend 
bei einer Kombination aus monomeren biotinylierten und digoxigeny- 
lierten Antigenen im Briickentest praktisch keine Dif f erenzierung 
zwischen negativ und posit iv gefunden wurde, zeigte die Kom- 
bination aus multimeren Polyhaptenen eine sehr gute Differen- 
zierung . 

Beispiel 6 

Verbesserung der Sensitivitat des Bruckentestf ormats bei Ver- 
wendung von multimeren Antigenen 

Insbesondere die Kombination wandseitiges monomeres Antigen und 
markiertes multimeres Antigen ist zum Erreichen einer optimalen 
Sensitivitat in einem breiten Konzentrationsbereich an spezifi- 
schem Immunglobulin bevorzugt . Die bevorzugten Einsatzmengen sind 
1 Aquivalent wandseitiges Epitop zu 1 - 8 Aquivalente markierte 
Epitope . ■ 

Figur 2 zeigt einen Vergleich der Kombination aus einem monomeren 
biotinylierten Antigen und einem monomeren ruthenylierten -Antigen 
in einem Epitopverhaltnis 1:1 (Kurve 1) und der Kombination aus 
einem monomeren biotinylierten Antigen und einem multimeren 



ruthenylierten tragergebundenen Antigen in einem Epitopverhaltnis 
von 1:2 (Kurve 2) bzw. 1:4 (Kurve 3). 

Als Epitop wurde die in Beispiel 4a angegebene Sequenz aus dem 
gpl20-Bereich von HIV verwendet . Das Tragermolekiil des multimeren 
Antigens war RSA. Die Beladung des Tragers war mit den Epitop- 
gruppen 5:1 und mit den BPRu-Gruppen 3:1 jeweils auf molarer 
Basis. 

Aus Fig. 2 ist ersichtlich, daS die Verwendung von multimeren 
Antigenen zu einer Verringerung des Hook-Effekts und zu einer 
allgemeinen Sensitivitatssteigerung f uhrt . 

Beisniel 7 

Verbesserung der Sensitivitat des Bruckentestf ormats bei Ver- 
wendung von multimeren Antigenen durch Erhohung der Anzahl von 
Markierungsgruppen 

Eine weitere Verbesserung der Testsensitivitat wird dadurch 
erreicht, dafi eine Erhohung der Anzahl von Markierungs- bzw. 
Festphasenbindegruppen in groi^erem Umfang moglich ist, ohne die 
Epitopbereiche zu maskieren oder durch Erhohung der Hydrophobizi- 
tat die unspezif ischen Hintergrundwerte zu erhohen. 

Es wurden digoxigenylierte multimere Antigene verglichen, die 
Epitope aus dem gpl20-Bereich von HIV (vgl . Beispiel 4b) gekoppelt 
auf einem Rinder-Fab-Ant ikorperf ragment -Trager enthielten. Die 
Beladung des Tragers mit dem Peptidepitop war jeweils im Bereich 
von 1 : 6 bis 1:7 auf molarer Basis. Die Beladung des Tragers mit 
Digoxigeningruppen war 1:2 bzw. 1:4. 

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Tabelle 5 gezeigt. Es ist 
zu erkennen, dafi durch Erhohung der Anzahl von Markierungsgruppen 
eine nicht-lineare Verbesserung der Sensitvitat und eine erheb- 
liche Verringerung des Hook-Effekts erreicht wurde. 
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Tabelle 5 



Probe 


Stochiometrie 
Trager: Dig, 
1 : 4 


Stochiometrie 
Trager: Dig. 
1 : 2 


Verdunnungsstuf en 


mE 


mE 


1/16384 


36 


14 8 


1/8192 


48 * 


159 


1/4096 


49 


151 


1/2048 


82 


158 


1/1024 


132 


159 


1/512 


302 


157 


1/256 


675 


164 


1/128 


1503 


190 


1/64 


3493 


259 


± / ^ z 


743 6 


480 


1/16 


9306 


1066 


1/8 


9449 


3036 


1/4 


9449 


3378 


1/2 


9449 


2694 


unverdiinnt 


9474 


2266 



Beispiel 8 

Verbesserung der Stabilitat durch Verwendung multimerer Antigene 

Es wurde die Stabilitat von monomeren und multimeren Antigenen 
getestet. Hierzu wurde die Signalwiederf indung nach dreitagiger 
Inkubation bei 35°C bezogen auf die urspriingliche Signalintensitat 
bestimmt . 

Fur ein mohomeres ruthenyliertes Antigen aus dem gpl20-Bereich von 
HIV (Sequenz siehe Beispiel 4) wurde in Kombination mit einem 



f rischen biotinylierten monomeren Antigen eine Signalwiederf indung 
von 3,0 bzw 4,0 % bei zwei Proben ermittelt. Bei Verwendung eines 
tragergebundenen multimeren ruthenylierten Antigens (Trager: 
Kaninchen-IgG, 4 Markierungsgruppen und 3 Epitope pro Tragermole- 
kiil) warden unter gleichen Testbedingungen Signalwiederf indungen 
von 73,1 bzw 73,6 % ermittelt. 

Auf entsprechende Weise wurde ein biotinyliertes monomeres Antigen 
mit der gleichen Epitopsequenz mit einem tragergebundenen 
biotinylierten mulitmeren Antigen (Trager: Kaninchen- IgG, 18 
Biotingruppen und 3 Epitope pro Trager) in Kombination mit einem 
monomeren ruthenylierten Antigen untersucht . Fur das monomere 
biotinylierte Antigen wurden Signalwiederf indungen von 25,0 bzw. 
37,0 % und fur das multimere Antigen Signalwiederf indungen von 
120,3 bzw. 79,9 % ermittelt. 

Beispiel 9 

Verbesserung der Sensitivitat bezuglich der Reaktivitat mit 
Antigenen niedriger Affinitat 

Multimere Antigene werden bevorzugt fur die Erkennung von 
spezifischem Immunglobulin mit niedriger Affinitat, z.B. bei einer 
vor kurzen erf olgten Serokonversion und bei neuen viralen Subtypen 
eingesetzt . 

a) Ruthenylierte multimere Antigene 

Es wurde die Signaldif f erenzierung positiv/negat iv unter Ver- 
wendung von Antigenen mit einer Epitopsequenz aus dem NS4/3- 
Bereich von HCV untersucht. Die Kombination eines monomeren 
ruthenylierten und eines monomeren biotinylierten Antigens ergab 
bei zwei verschiedenen positiven Serokonversionsproben eine 
Signaldif f erenzierung positv/negat iv von 3 bzw 1, d.h. eine 
positive Probe wurde nicht als solche erkannt . Bei Verwendung von 
multimeren IgG- tragergebundenen biotinylierten und ruthenylierten 
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Antigenen wurde eine Signaldif f erenzierung von jeweils 21 
ermittelt. Erst durch Verwendung multimerer Antigene konnen die 
positiven Proben richtig klassif iziert werden. 

b) Biotinylierte multimere Antigene 

Es vmrden das jeweils gleiche Peptidepitop aus dem gp41-Bereich 
von HIV (gp4l/3) als tragergebundenes multimeres Antigen und als 
monomeres Antigen gegeniibergestellt . Es wurden jeweils 50 ng/ml 
biotinyliertes und dicoxigenyliertes monomeres Peptid eingesetzt. 
Bei den multimeren Antigenen wurden 50 ng/ml "Peptidaquivalent " 
eingesetzt/ wobei die Peptidmenge liber den Beladungsgrad des 
Polyhaptens berechnet wurde. Der Test wurde an Analysenautomaten 
ES700 durchgef lihrt . 

Die Test wurden unter Verwendung von unterschiedlichen Serokonver- 
sionspanels als Proben durchgef lihrt . Fig. 3 zeigt, dafi die Panels 
bei Tests unter Verwendung des digoxigenylierten Polyhaptens als 
korrekt positiv klassif iziert wurden, wahrend bei Verwendung des 
monomeren Antigens ein falsch negatives Resultat erhalten wurde. 



ZUS AMMENFAS SUNG 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur immunologischen Bestim- 
THung eines spezifischen Antikorpers in einer Probef liissigkeit , 
wobei man die Probef liissigkeit in Gegenwart einer Festphase mit 
zwei gegen den zu bestimmenden Antikorper gerichteten Antigenen 
inkubiert, wobei das erste Antigen mindestens eine Markierungs- 
gruppe tragt und das zweite Antigen (a) an die Festphase gebunden 
ist Oder (b) in einer an die Festphase bindefahigen Form vorliegt, 
und den zu bestimmenden Antikorper durch Bestimmung der Markie- 
rungsgruppe in der Festphase oder/und in der flussigen Phase 
nachweist, welches dadurch gekennzeichnet ist, daS mindestens 
eines der beiden Antigene mehrere Epitopbereiche umfaSt, die mit 
dem zu bestimmenden Antikorper reagieren. 
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P ATENTANS PRUCHE 

1. Verfahren zur immunologischen Bestimmung eines spezifischen 
Antikorpers in einer Probef liissigkeit , wobei man die Probe- 
fliissigkeit in Gegenwart einer Festphase mit zwei gegen den 
2U bestimmenden Antikorper gerichteten Antigenen inkubiert , 
wobei das erste Antigen mindestens eine Markierungsgruppe 
tr^igt. und das zweite Antigen (a) an die Festphase gebunden 
ist Oder (b) in einer an die Festphase bindefahigen Form 
vorliegt, und den zu bestimmenden Antikorper durch Bestimmung 
der Markierungsgruppe in der Festphase oder/und in der 
flussigen Phase nachweist, 

dadurch gekennzeichnet , 

daS mindestens eines der beiden Antigene mehrere Epitopbe- 
reiche umfafit, die mit dem zu bestimmenden Antikorper 
reagieren. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS mindestens eines der beiden Antigene mehrere gleiche 
Epitopbereiche umf aSt . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS das erste markierte Antigen mehrere Epitopbereiche 
umf aSt . 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS das zweite f estphasenseitige Antigen mehrere Epitopbe- 
reiche umf aSt . 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, . 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das erste markierte Antigen und das zweite f estphasensei- 
tige Antigen mehrere Epitopbereiche umfassen. 
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6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekeimzeichnet, 

dafi das erste markierte Antigen mindestens eine Ruthenium- 
Markierungsgruppe tragt . 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das erste markierte Antigen mindestens eine Hapten- 
Markierungsgruppe tragt und daS man die Probef lussigkeit 
weiterhin mit einem Rezeptor fiir das Hapten inkubiert, der 
eine signalerzeugende Gruppe tragt. 

3 . Verfahren nach Anspruch 7 , 
dadurch gekennzeichnet , 

daS man das Hapten aus der Gruppe bestehend aus Sterinen, 
Gallensauren, Sexualhormonen, Corticoiden, Cardenoliden, 
Cardenolid-Glycosiden, Buf adienolen, Steroid-Sapogeninen und 
Steroidalkaloiden auswahlt und daS man als Rezeptor einen 
Antikorper verwendet, der gegen das Hapten gerichtet ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS das zweite f estphasenseitige Antigen biotinyliert ist und 
die Festphase mit Streptavidin oder Avidin beschichtet ist. 

/lO. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man ein Antigen verwendet, das einen nicht mit dem zu 
bestimmenden Antikorper reagierenden Trager umfaSt, an den 
mehrere Epitopbereiche kovalent . gekoppelt sind. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS man als Trager ein Peptid, ein Polypeptid oder einen 
• synthetischen Trager verwendet. 
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12. • Verfahren nach Anspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet , 

daS man als Trager ein Polypeptid, ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehend aus Albuminen, Immunglobulinen, Immunglobulin- 
Fragmenten und fi-Galactosidase , verwendet . 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man ein Antigen der allgemeinen Formel verwendet : 
(P-)„T(-L)^ (la) Oder T(-P-LJ„ (lb) 

wobei T einen Trager bedeutet, P Peptid- oder Polypeptid- 
sequenzen bedeutet, die gleiche oder verschiedene , immunolo- 
gisch reaktive Epitopbereiche enthalten und kovalent an den 
Trager gekoppelt sind, und L Markierungsgruppen oder zur 
Bindung an eine Festphase fahige Gruppen bedeutet, die 
kovalent an den Trager bzw. an die Peptid- oder Peptidseguen- 
zen gekoppelt sind, n eine Zahl von grofier 1 bis 40 ist und 
m eine Zahl von 1 bis 10 ist. 

Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS P synthetische Peptidsequenzen mit einer Lange von 6 bis 
50 Aminosauren bedeutet, die neben den Epitopbereichen noch 
gegebenenf alls immunologisch inaktive Spacerbereiche um- 
f assen . 

15. Verfahren nach Anspruche 13, 
dadurch gekennzeichnet/ 

daS P rekombinante Polypeptidsequenzen mit einer Lange bis 
zu 1000 Aminosauren bedeutet. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, ■ 
dadurch "gekennzeichnet. 
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daS man ein Antigen verwendet, das mehrere direkt oder liber 
Spacerbereiche miteinander kovalent gekoppelte Epitopbereiche 
umf afit . 

17. Verfahren nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS man ein Antigen mit der allgemeinen Formel (II) ver- 
wendet : 

pl|p2p3(p4)JJ^ (II) 

wobei P\ P^, und P"* Peptidsequenzen mit einer Lange von bis 
zu 50 Aminosauren bedeuten, wobei mindestens 2 Peptidsequen- 
zen gleiche oder verschiedene , immunologisch reaktive 
Epitopbereiche enthalten, r 1 oder 2 ist, s eine ganze Zahl 
von 0 bis 4 ist und t eine ganze Zahl von 0 bis 8 ist, wobei 
das Antigen mindestens eine Verzweigungsstelle und mindestens 
eine Markierungsgruppe oder eine zur Bindung an eine Fest- 
phase f ahige Gruppe enthalt . 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Verzweigungsstellen durch trif unktionelle Aminosauren 
gebildet sind. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Verzweigungsstellen durch Lysin oder/und Ornithin 
gebildet sind. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man als Antigen, das mehrere Epitopbereiche umfaSt, ein 
rekombinantes Fusionspolypept id verwendet , dessen Aminosaure - 
sequenz mehrere immunologisch reaktive Epitopbereiche 
enthalt, die liber immunologisch inaktive Spacerbereiche 
verknupft sein konnen. 
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21. Reagenz zur immunologischen Bestimmung eines spezifischen 
Antikorpers in einer Probef liissigkeit , 

umfassend 

eine reaktive Festphase, 

zwei gegen den zu bestimmenden Antikorper gerichtete Anti- 
gene, wobei das erste Antigen eine Markierungsgruppe tragt 
und das zweite Antigen (a) an die Festphase gebunden ist oder 
(b) in einer an die Festphase bindefahigen Form vorliegt, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS mindestens eines der beiden Antigene mehrere Epitopbe- 
reiche umfaSt, die mit dem zu bestimmenden Antikorper 
reagieren . 

22. Reagenz nach Anspruch 21, umfassend ein erstes markiertes 
Antigen mit mehreren Epitopbereichen, das mindestens eine 
Hapten-Markierungsgruppe tragt, und einen Rezeptor fur das 
Hapten, der eine signalerzeugende Gruppe enthalt. 

23. Reagenz nach Anspruch 21 oder 22, umfassend ein zweites 
f estphasenseit iges Antigen mit mehreren Epitopbereichen, das 
mindestens eine Biotingruppe tragt, und eine mit Streptavidin 
oder Avidin beschichtete reaktive Festphase. 

24. Verwendung von multimeren Antigenen, die mehrere immunolo- 
gisch reaktive Epitopbereiche umfassen, in einem immunologi- 
schen Testverf ahren zur Bestimmung eines spezifischen 
Antikorpers . 

25. Antigen der allgemeinen Formel 

(P-)„T(-L)„ (la) Oder T(-P-LJ„ (lb) 

wobei T einen Trager bedeutet, P Peptid- oder Polypeptid- 
sequenzen bedeutet, die gleiche oder verschiedene , immunolo- 
gisch reaktive Epitopbereiche enthalten und kovalent an den 
Trager gekoppelt sind, und L Markierungsgruppen oder zur 
Bindung an eine Festphase fahige Gruppen bedeutet, die 
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kovalent an den Trager bzw. an die Peptid- oder Pept idsequen- 
zen gekoppelt sind, n eine Zahl von groSer 1 bis 4 0 ist und 
m eine Zahl von 1 bis 10 ist. 

26. Antigen der allgemeinen Formel 

pl|p2fp3(p4)jj^ (II) 

wobei P\ P^, P^ und P^ Peptidseguenzen mit einer Lange von bis 
2U 50 Aminosauren bedeuten, wobei mindestens 2 Peptidseguen- 
zen gleiche oder verschiedene immunologisch reaktive Epitop- 
bereiche enthalten, r 1 oder 2 ist, s eine ganze Zahl von 0 
bis 4 ist und t eine ganze Zahl von 0 bis 8 ist, wobei 
Antigen mindestens eine Verzweigungsstelle und mindestens 
eine Markierungsgruppe oder eine zur Bindung an eine Fest- 
phase f ahige Gruppe enthalt . 



Figur 1 



Sequenz rec. P24: 



. vevT^^PsLx:. G^D KGKssQV sQi«?ivoin.. c«^c^=a ?5.TL.N-x«vrv :ss!0^s?r/ 

; gs.iai^';ipc&i£'^c;^^ sst^s-.. ^...vk^v ^c.i..«h 

121 j^piicssiAG TTSTi/sEQrc >.-ii«a^5Prr-v csrY^wxx- c^-kivb^s ^vsildx^qg 

ISl Pi:S??MWD R?^TI,RASQ A5QSV^-W^ ETLI^VOKA^"? DCKtZI^ ??ATlSBi»r 

241 J:qgvggpgh «cr.^xj^>« q™sati>« qrgnfiujqkx TVKCFSC«KS GK=A.^C8:^ 

3 01 RKXGCWKCGK EGEOtTOCTE RQ^-?!^^ ^^^^ 
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SEQUENZPROTOKOL?:^ 



1) ALGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(ii) ANMELDETITEL: Bestimmung von spezifischem Immunglobulin 
unter Verwendung multipler Antigene 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 17 

(iv) COMPUTER- LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

•)RMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

Vi) SEQUENZ CHARAKTERISTIKAs 

(A) liANGE: 17 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT : gpl20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

n Asn Thr Arg Lys Ser lie Ser lie Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr 
5 10 15 

Thr 

2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) H!^POTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gpl2 0 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Asn Thr Thr Arg Ser lie Ser lie Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr 
15 10 15 

2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 19 Aitiinosauren 

(B) ART: Aininosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gpl2 0 

) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

lie Asp lie Gin Glu Glu Arg Arg Met Arg lie Gly Pro Gly Met Ala 
1 5 10 15 

Trp Tyr Ser 

2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 24 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

^iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS : Human immunodeficiency virus type 1 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Gin Ala Arg lie Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gin Gin Leu 
1 5 10 15 

Leu Gly lie Trp Gly Ala Ser Gly 
20 

2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 2 3 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human iirmiunodef iciency virus type 1 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Leu Gly He Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu He Cys Thr Thr Ala Val 
15 10 15 

Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser 
20 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

' ART DES MOLEKULS: Peptid 

( . y HYPOTHETISCH : NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Lys Asp Gin Gin Leu Leu Gly lie Trp Gly Ser Ser Gly Lys Leu 
^ S 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 



.) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Ser Leu Trp 
1 5 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 



\ 



(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS : Pep t id 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human iininunodef iciency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Leu Ser Leu Trp Gly Cys Lys Gly Lys Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
1 5 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 19 Aininosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 

(viii) POSITION IM GENOM: 

( A ) CHROMOS OM/ SEGMENT : gp 4 1 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Trp Gly lie Arg Gin Leu Arg Ala Arg Leu Leu Ala Leu Glu Thr Leu 
15 10 15 

V 1 Gin Asn 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 27 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type ^ 

(B) STAMM: Subtype O 

(viii) POSITION IM GENOM: 

( A ) CHROMOS OM/ S EGMENT : gp 3 2 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 



Glji Ala. Gin Leu Asn Ser Trp Gly Cys A3 a Ptie Arg Gin Val O'-s His 
^.1 5 Id IS 

Thr Thr Val Pro Trp Pro Asn Asp Ser Leu Thr 
20 25 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS5 



) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

oer Arg Arg Phe Ala Gin Ala Leu Pro Val Trp Ala Arg Pro Asp 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 
^ (A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 

-^i) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: Core 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Pro Gin Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly Gly Val 
15 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 

(viii) POSITION IM GENOM: 



(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: NS4 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Glu Glu Ala Ser Gin His Leu Pro Tyr lie Glu Gin 
15 10 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 

iii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: NS4 

\^x) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Gin Lys Ala Leu Gly Leu Leu Gin Thr 
15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 18 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 

) POSITION IM GENOM: 
V^-/' (A) CHROMOSOM/ SEGMENT: NS4 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

Ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro Glu Ser Asp 
15 10 15 

Ala Ala 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 2 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT : Core 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Pro Gin Arg Lys Asn Lys Arg Asn Thr Asn Arg Arg Pro Gin Asp Val 
15 10 15 

Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly Val Val 
20 25 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) liANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

^ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

N HYPOTHETISCH: NEIN 

vvi) URSPRUNLICHE HERKUNFT.: 

(A) ORGANISMUS : Hepatitis C Virus 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS3 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Ala Trp Tyr Glu Leu Thr Pro Ala Glu Thr Thr Val Arg Leu Arg Ala 
15 10 15 

Tyr Met Asn Thr Pro Gly Leu Pro Val 
20 25 
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